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略語一覧	 
	 
AMD:	 Age-related	 Macular	 Degeneration;	 加齢黄斑変性	 	 
CNV:	 Choroidal	 Neovascularization;	 脈絡膜新生血管	 
RPE:	 Retinal	 Pigment	 Epithelium;	 網膜色素上皮	 
FITC:	 Fluoresceinisothiocyanate	 
HE 染色:	 Haematoxylin	 and	 eosin	 staining;	 ヘマトキシリンエオジン染色	 
VEGF:	 Vascular	 Endothelial	 Growth	 Factor;	 血管内皮増殖因子	 
VEGFR:	 VEGF	 receptor;	 血管内皮増殖因子受容体	 
CCR2:	 CC ケモカイン受容体 2	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第１章	 序論	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１−１	 滲出型加齢黄斑変性と脈絡膜新生血管	 
	 滲出型加齢黄斑変性（age-related	 macular	 degeneration:	 AMD）は脈絡膜新
生血管（choroidal	 neovascularization:	 CNV）による網膜中心の黄斑部(図 1、
図 2)の滲出性変化を特徴とする進行性の疾患で[1]、欧米では以前より中途失明
原因の第一位となっている[2]。本邦においても AMD は近年人口の高齢化により
失明原因として年々増加している[3]。以前から明らかであった AMD の古典的な
前駆病変として網膜色素上皮(retinal	 pigment	 epithelium:	 RPE)障害や網膜色
素上皮直下に生じるドルーゼンと呼ばれる老廃物の沈着等が挙げられる(図 3)。
近年の研究により病態の背景は網膜色素上皮、ブルッフ膜を主座とする慢性的
な炎症が原因となることがわかってきた。すなわち、視細胞代謝物質の残渣か
らなる老化色素リポフスチンの RPE への沈着を背景にした慢性的な RPE の機能
不全がドルーゼンや RPE 異常等の前駆病変の形成を促し[4,5]、この前駆病変が
さらに進行すると、脈絡膜から新生血管が発生し、網膜に伸展すると推定され
ている(図 3、図 4)。形成された脈絡膜新生血管(choroidal	 neovascularization:	 
CNV)は未熟でバリア構造をもたず、このため、滲出性の変化や出血を来す(図 4）。
惹起された視力低下は不可逆性であり、重篤な視力低下をきたす原因となる[1]。	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図 1	 眼球の解剖 
  
 
図 2	 眼球および網膜脈絡膜断層像 
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図 3	 CNV 進行の模式図
	 
図 4	 AMD 症例の臨床像	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 上述のように炎症が滲出型 AMD における新生血管の病態形成と強く関連して
いるが、炎症細胞群の中でも、動物モデルを用いた検討で特にマクロファージ
が重要であると考えられる様になってきた[6]。しかしながら、マクロファージ
の役割の詳細については未だに明らかとなっていない。レーザー誘発 CNV 動物
モデルではマクロファージおよび顆粒球が新生血管周囲の組織へ浸潤し、さら
にこれらの炎症細胞を除去することにより、CNV が抑制されることが報告されて
いる[7,8]。一方、マクロファージの眼内投与によりCNVサイズが縮小したため、
マクロファージが血管新生抑制作用を持つとの報告もある[9,10]。この様にマ
クロファージの CNV への作用は極めて複雑で、用いられる実験動物の週齢また
はマクロファージのサブタイプや年齢に依存する可能性が考えられる。さらに、
マクロファージ以外の炎症細胞の加齢黄斑変性に対する影響についても未だに
議論がある。近年、加齢黄斑変性の動物モデルにおいて酸化ストレスの最終産
物であるω-2-カルボキシエチル-ピロール（CEP）の免疫誘導により、インター
ロイキン 17	 (IL-17)とインターフェロンγ(IFN-γ)産生 T細胞がマクロファー
ジの分化を誘導し、CNV 形成に促進的に働くことが報告されている[11]。一方、
T細胞の CNV 形成への影響が少ないとの報告をしているグループもある[12]。ま
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た、レーザー光凝固後に B細胞の眼内への浸潤は認められないとの報告がある
[12]。このように、リンパ球の血管新生への関与も未だに明らかになっていな
い。	 
	 マウスにおいて、血液中の炎症性単球由来のマクロファージは形態や機能に
より、３つのサブタイプ（Ly6Chi、Ly6Cintと Ly6Clow細胞）に分けられる[13]。Ly6Chi
細胞は従来の M1 単球・マクロファージに近い形質を持ち、組織へ遊走し、炎症
を惹起し、抗菌、抗ウイルス作用を発揮する[14-16]。一方、Ly6Clo細胞は抗炎
症、創傷治癒等の作用がある M2 単球・マクロファージに近い形質を持っている
と考えられている[17-19]。Ly6Chi単球は CC ケモカイン受容体 2(CCR2)を介して
骨髄から血液へ流入し、Ly6Clo細胞へ分化する[20,21]。さらに、Ly6Cloマクロ
ファージはケモカイン受容体 CX3CR1 を介して組織へリクルートされ、組織マク
ロファージとして存在すると考えられている[22]。しかし、一方で最近の研究
では組織マクロファージは卵黄嚢または胎児肝細胞に由来することがあり、さ
らに局所で自己再生することがあると示されている[23-25]。Ly6Cint単球・マク
ロファージは定常状態において Ly6Chiサブタイプから Ly6Cloサブタイプに分化
する過程で見られる不安定な中間状態であると考えられている[13]。これらの
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サブタイプの役割は細胞が存在する環境に依存する可能性が考えられるが、未
だに議論が多く、明確に解明されていない。	 
	 近年のゲノム解析により加齢黄斑変性においては補体の代替経路による活性
化が重要であると考えられる様になってきた。すなわち加齢に伴う補体活性化
により RPE に炎症が誘発され、その結果として RPE およびその基底膜の間に老
廃物であるドルーゼンが形成されることが示されてきた[5,26]。さらに、組織
学的検討では AMDの前駆病変のドルーゼン近傍に補体成分 C3の異常沈着が示さ
れている[27]。C3 は血液中で加水分解され、分解産物の C3a、C3b およびその下
流の分解産物である C5a を産生するが、これらが好中球やマクロファージの組
織への動員を誘導することが報告されている[28,29]。レーザー誘発 CNV のマウ
スモデルを用いた検討では C3a および C5a が血管新生を促進し、さらに RPE に
おける VEGF の発現を上昇させることが明らかになっている[30](図 5)。また、
C3b の活性化により、補体経路の活性化が進むと最終的には膜侵襲複合体
C5b-9(MAC)が形成されるが、動物モデルにおいては MAC の抑制により CNV が縮
小することが示されている[31]。	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図 5	 補体経路の CNV への関与 
	 
	 組織損傷後、炎症性単球は主に骨髄および血液から組織へ動員される[32]。
近年の研究で、脾臓は単球のリザーバーとして機能し、虚血性心筋梗塞後、交
感神経刺激により脾臓由来の単球、マクロファージが損傷組織へ浸潤し炎症を
促進することが示された[33]。また、以前の検討ではラットで頚部交感神経節
を切断することにより、脈絡膜血流増加、血管サイズ増大が見られると報告さ
れている[34]が、交感神経の血管新生への関与に関してはほとんど検討されて
いない。	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１−２	 今回の検討	 
	 今回の研究では以下の３点について検討を行った。	 
1. CNV と炎症細胞との関連	 
	 まず、炎症細胞のCNVへの関与を調べるために野生型マウス(WT)にレーザーを
照射し、CNVを誘発させたモデルを作成した。このモデルを用いて、フローサイ
トメトリー解析にてレーザー光凝固前後における網膜およびRPE/脈絡膜の炎症
細胞の経時変化を検討した結果、レーザー光凝固後にCD4+T細胞、B220+B細胞、
顆粒球および単球・マクロファージの３つのサブタイプ(Ly6Chi、Ly6Cint、Ly6Clo)
が増加することが明らかになった。一方、CD8+T細胞には変化が認められなかっ
た。これらの結果からCNV形成過程においてリンパ球、顆粒球、単球・マクロフ
ァージが関与している可能性が示唆されたため、次に各炎症細胞を欠失したノ
ックアウトマウスまたは薬剤にて炎症細胞が除去されたマウスを用い、CNV面積
を比較検討した。CNV面積は炎症性単球の組織へのリクルートが抑制されるCCR2
ノックアウトマウスおよびクロドロネート腹腔内投与により作成されたマクロ
ファージ枯渇マウスにおいてコントロールと比較して有意に縮小したが、CD4遺
伝子欠損マウスまたはT細胞とB細胞の両方が存在しないRag2ノックアウトマウ
 13 
スでは有意な変化を認めなかった。この結果より、T細胞およびB細胞はCNV形成
への関与が少なく、単球・マクロファージがCNV形成に関与することが明らかに
なった。	 
2. 補体 C3 の CNV およびマクロファージの眼内浸潤への関与	 
	 WTおよびC3ノックアウトマウス（C3-/-）のレーザー誘発CNVモデルを用いて、
レーザー光凝固後７日目に CNV 面積を比較検討した結果、WT と比較して C3-/-マ
ウスで CNV 面積が有意に縮小することが明らかになった。また、フローサイト
メトリー解析にてレーザー光凝固前後における網脈絡膜および末梢血単球・マ
クロファージのサブタイプ(Ly6Chi、Ly6Cint、Ly6Clo)の経時変化を検討したとこ
ろ、WT と比較して C3-/-マウス末梢血 Ly6Chi単球の割合が増加する一方で、眼内
Ly6Chi、Ly6Cintおよび Ly6Cloマクロファージはいずれもレーザー光凝固後に有意
に低い割合を示した。さらに、網脈絡膜から採取した Ly6Chi	 および Ly6Clo細胞
について RT-PCR 法を用いて VEGF 発現量を検討した結果、VEGF は主に Ly6Chi細
胞由来であり、WT と比較して C3-/-マウスの眼内における VEGF 発現増加が抑制さ
れることが明らかになった。	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3. 交感神経の CNV およびマクロファージの眼内浸潤への関与	 
	 交感神経β3受容体遮断薬投与、脾臓交感神経除神経を行ったマウスのレーザ
ー誘発 CNV モデルを用いて交感神経の CNV 形成への作用を検討したところ、コ
ントロール群と比較してβ3ブロッカー投与または脾臓神経除神経マウスでCNV
面積が有意に縮小することが明らかになった。また、脾臓摘出マウスにおいて
も CNV が抑制された。さらに、フローサイトメトリー解析にて脾臓神経除神経
マウスの眼内および末梢血マクロファージサブタイプの割合を検討した結果、
眼内マクロファージの割合はレーザー照射前においてコントロール群と比較し
て脾臓神経除神経マウスのいずれのサブタイプにおいても有意な減少が認めら
れ、さらに、レーザー光凝固後３日目において Ly6Chi細胞は有意に低い割合を
示した。一方、末梢血中においてはレーザー照射前後で Ly6Chi、Ly6Cintと Ly6Clo
単球のいずれにおいても脾臓神経除神経マウスとコントロール群の間に有意差
が認められなかった。また、同様に脾臓摘出マウスの眼内および末梢血単球・
マクロファージの割合の経時変化を検討したところ、コントロール群と比較し
てレーザー照射前およびレーザー光凝固後３日目において眼内 Ly6Chi細胞の割
合に有意な減少を認め、眼内 Ly6Cint/loCD64+細胞がレーザー照射前およびレーザ
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ー光凝固後３、７日目のすべての測定時期で少ないことが明らかになった。一
方、Ly6Clo細胞においては両群間に有意差を認めなかった。末梢血に関してはコ
ントロール群と比較して脾臓摘出マウスにおいて Ly6Cint細胞の割合はレーザー
照射前およびレーザー光凝固後３、７日目に有意な減少が認められ、Ly6Clo細胞
の割合はレーザー光凝固後７日目に有意に低かった。しかしながら、Ly6Chi細胞
では両群間に有意差が認められなかった。次に、WT マウスの脾臓から採取した
Ly6Chi細胞を脾臓神経除神経マウスに尾静脈注射により移入しCNV面積を比較検
討したところ、コントロール群と比較して脾臓神経除神経マウスで CNV 面積が
有意に減少したが、Ly6Chi細胞を移入したマウスでは CNV 面積が再び増大した。
さらに WT マウス（Ly5.2）より作成したコントロール、脾臓神経除神経マウス
および脾臓摘出マウスの各々に Ly5.1 マウスの脾臓より採取した Ly6Chi細胞を
移入した。結果、コントロールと比較して脾臓神経除神経マウスおよび脾臓摘
出マウスでは Ly5.1 マウス由来 Ly6Chi細胞の眼内への動員が抑制されることが
明らかになった。これらの結果から CNV モデルにおいては、脾臓はマクロファ
ージを主体とした炎症に関連するものの、従来報告されているように単球・マ
クロファージのリザーバーとして損傷組織に細胞を浸潤させる機能を有するの
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ではなく、間接的に単球・マクロファージの組織への走化を促進することが示
唆された。	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第２章	 脈絡膜新生血管と炎症細胞との関連	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２−１	 背景	 
	 脈絡膜新生血管(CNV)の形成過程で炎症細胞が重要な役割をはたしている
[35]。好中球は動物モデルで血管新生を促進することが報告されている。リン
パ球、単球およびマクロファージの血管新生への関与については、未だに議論
が多く明らかになっていない。そこで、我々は野生型マウスのレーザー誘発 CNV
モデルを用い、フローサイトメトリー解析にてレーザー光凝固後網脈絡膜にお
ける CD4+T 細胞、B220+	 B 細胞、顆粒球および単球・マクロファージの３つのサ
ブタイプ（Ly6Chi、Ly6Cint、Ly6Clo）の経時変化を検討した。さらに、網脈絡膜
において増加の見られた各炎症細胞の欠失したノックアウトマウスまたは薬剤
にて炎症細胞が除去されたマウスを用い、CNV サイズを評価し、各炎症細胞の
CNV 形成への関与の有無を検討した。	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２−２	 方法	 
実験動物	 
	 7〜8 週齢♂のマウスを用いた。C57BL/6J マウスは紀和動物実験研究所より購
入した。CCR2 ノックアウトマウス(CCR2−/−)は Jackson	 laboratory より購入した。
C4 ノックアウトマウス(CD4−/−)および Rag2 ノックアウトマウス(Rag2−/−)は
Taconic	 Biosciences より購入した。すべての動物は ARVO	 Statement	 for	 the	 Use	 
of	 Animals	 in	 Ophthalmic	 and	 Vision	 Research に従い取り扱った。本研究計
画は、東京大学動物実験委員会の承認を得て行った。	 
マクロファージ枯渇マウスモデル作製	 
	 レーザー光凝固の 24 時間前にクロドロネートリポソーム 100μl/10g	 
(FormuMax	 Scientific	 Inc,CA)を腹腔内投与し、その後レーザー光凝固後 4日
目に 50μl/10g を追加投与し、マクロファージ枯渇マウスモデルを作製した。	 
レーザー誘発 CNV モデル作製	 
	 マウスにケタミン 75mg/kg とキシラジン 5mg/kg を筋肉内投与し、全身麻酔し
た後に 0.5%トロピカミドで散瞳させた。セルロース水溶液を点眼し、カバーグ
ラスを角膜に当て、細隙灯顕微鏡（TOPCON	 SL7F）で観察しながらダイオードレ
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ーザー(NIDEK	 DC-3000)で視神経乳頭から同じ距離をおいて、両眼に 4発ずつ（伸
展標本の場合）または 12 発ずつ（フローサイトメトリー解析の場合）レーザー
光凝固を行い、CNV を誘発させた。以下のレーザー条件を光凝固の条件として用
いた。パワー：200mW;	 スポットサイズ:170μm；照射時間：20msec。	 
ブルッフ膜が破壊されたか否かは照射部位に泡が形成されることによって確認
した[36]。レーザー光凝固は出血を防ぐために網膜血管を避けるように行った。
CNV サイズの比較実験およびフローサイトメトリー解析においてマウスは各群	 
6〜8 匹を用いた。	 
脈絡膜伸展標本作製	 
	 レーザー光凝固後 7日目にマウスを全身麻酔し、開胸し FITC-conjugated	 
concanavalin	 A（20μm/mL	 in	 PBS;Vector	 Laboratories,Burlingame,CA）を心
尖部より注入した。還流染色後眼球摘出し、4%	 paraformaldehyde	 (PFA)で固定
後、前眼部、水晶体および網膜を取り除き、残った後眼部の網膜色素上皮・脈
絡膜・強膜から成る組織の前縁から赤道部へ向かって４～６本の切開を加え、
RPE/脈絡膜伸展標本を作製した。蛍光顕微鏡(Keyence	 Corporation,	 Tokyo,	 
Japan)で撮影し、Image	 J	 software で CNV 面積を測定した。脈絡膜の網膜側の
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面に輪状の低蛍光に囲まれた過蛍光の血管塊として集積する部分を CNV 範囲と
して同定した。CNV 面積の計測はマウスのバックグラウンドを知らない験者が行
った。	 
フローサイトメトリー解析	 
	 レーザー未照射の野生型マウス、レーザー光凝固 1日、3日および 7日目後の
野生型マウスを安楽死させ、眼球摘出した（各群６匹、計 12 眼）。前眼部と硝
子体を除去した後にコラゲナーゼ(1	 mg/mL;	 Wako,	 Japan)およびディスパーゼ
(1	 mg/mL;	 Invitrogen)入り PBS 溶液において網膜および RPE/脈絡膜細胞を分離
した。37℃で 10 分間インキュベートし、40μm のナイロンメッシュを通させ、
700	 ×	 g、4℃で５分間遠心した。上清を捨て、細胞を PBS で懸濁し、フローサ
イトメトリー解析のために単一細胞を既報通りに調製した[37]。フローサイト
メトリー解析は FACSAriaⅢ	 (BD	 Biosciences)を用いて行い、データ解析はソフ
トウェア FlowJo	 (Tree	 Star)で行った。各細胞の採取した総細胞数に対する割
合を算出した。Anti-CD3-PE-Cy7、	 anti-CD4-PE、anti-CD8-APC、anti-B220-FITC、
anti-F4/80-APC、anti-Ly6C-FITC、anti-Ly6G-APC/Cy7(BioLegend)、
anti-CD11b-Pacific	 Blue	 antibody(eBioscience)を解析に用いた。T細胞は
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CD3+CD4+/CD3+CD8+、B 細胞は B220+、顆粒球は	 CD11b+F4/80-Ly6G+、単球・マクロ
ファージは	 CD11b+Ly6G-F4/80+Ly6Chi/int/loとして定義した。	 
統計解析	 
	 統計解析は JMP Pro 11 (SAS)を用いて Wilcoxon rank-sum test または Dunn's 
multiple comparison test を行った。P値＜0.05 の場合に有意差ありと判定した。 
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２−３	 結果	 
レーザー光凝固後眼内における各炎症細胞の経時変化	 
	 まず、C57BL/6J マウスにレーザー誘発 CNV を作製した後、フローサイトメト
リー解析にて眼内における炎症細胞の経時変化を検討した。CD4+T 細胞はレーザ
ー光凝固後１日目より増加し、この増加は 7日まで持続した。一方、B細胞、顆
粒球および単球・マクロファージの３つのサブタイプ(Ly6Chi、Ly6Cint、Ly6Clo)
においてレーザー後１日目より増加が認められ、この増加は３日目にピークに
達し７日目で減少した。CD8+T 細胞では明らかな変化を認めなかった(図 6)。	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図 6	 野生型マウスにおける眼内炎症細胞の経時変化	 
	 
野生型マウスにレーザー誘発 CNV を作製後、フローサイトメトリー解析を用いて眼内各炎症細
胞の経時変化を検討した。*P	 <	 0.05	 versus	 control	 of	 the	 same	 subtype。	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各炎症細胞の CNV 形成への関与	 
	 CD4-/-マウスおよび Rag2-/-マウスを用いてリンパ球のCNV形成への関与の有無
を検討した。レーザー光凝固７日目にコントロール群と比べ、CD4-/-マウスまた
は Rag2-/-マウスにおいては CNV 面積に変化が認められなかった(図 7)。さらに、
抗 CD3 抗体で染色されたヒト眼球 CNV 標本切片（日本大学医学部眼科学	 中静
裕之先生より提供）においても T細胞を認めなかった(図 8)。一方、CCR2-/-マウ
スまたはクロドロネート投与により作成されたマクロファージ枯渇マウスを用
い、マクロファージの CNV 形成への関与の有無を評価したところ、レーザー光
凝固後７日目にCNVが有意に縮小することがわかった(図9)。これらの結果より、
T細胞および B細胞はレーザー誘発 CNV 形成への関与が少なく、単球・マクロフ
ァージが CNV 形成に関与することが明らかになった。	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図 7	 野生型マウス（WT）およびリンパ球欠損マウスにおける CNV 面積の比較	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
(A)	 レーザー光凝固後７日目において WT および CD4-/-マウスまたは(B)Rag2-/-マウスにおける
CNV 面積比較実験の結果である。(C)	 RPE/脈絡膜伸展標本の写真である。CNV は矢印で示してい
る。マウスを各群８匹ずつ使用している。Scale	 bars,	 100	 µm。	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図 8	 ヒト眼球組織切片免疫染色	 
 	 
ヒト眼球 CNV 組織切片の HE 染色および CD3 染色の写真である。矢印：CNV。褐色の細胞は網膜
色素上皮細胞である。Scale	 bars,	 200	 µm。	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図 9	 WT および CCR2-/-マウスまたはマクロファージ枯渇マウスにおける CNV 面
積の比較	 
 	 
(A)レーザー光凝固後７日目において WT および CCR2-/-マウスにおける CNV 面積比較実験の結果
である。(B)コントロールおよびクロドロネート投与により作成されたマクロファージ枯渇マウ
スにおける CNV 面積比較実験の結果である。(C)RPE/脈絡膜伸展標本の写真である。CNV は矢印
で示している。マウスを各群 8 匹ずつ使用している。*P	 <	 0.05。Scale	 bars,	 100	 µm。	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２−４	 考察	 
	 リンパ球や単球、マクロファージ等の炎症細胞は CNV の形成過程で重要な役
割を果たしていると知られているが、組織損傷部位においてこれらの細胞の血
管新生への作用については未だに議論が多く解明されていないことが多い。今
回の検討では我々は CD4-/-マウスおよび Rag2-/-マウス（成熟 T細胞と B細胞を欠
如しているマウス）を用いて T細胞または B細胞はレーザー誘発 CNV への関与
が少ない事を明らかにした。今回の研究結果はこれまでの報告と合致している
[12]。しかし、CD4+	 T 細胞とγδT細胞のような T細胞は眼で病的血管新生を促
進するとの報告をしたグループもある。Nussenblatt らは AMD 患者の CD4+T 細胞
と単球を共培養すると補体経路（C5a 等）の活性化を介して IL-17 および IL-22
産生が促進され、さらに、これらのサイトカインの濃度が AMD 患者の血清でも
上昇することを報告している[38]。Cruz-Guillory らはマウスを用いて AMD と関
連のある脂質過酸化産物である CEP を眼内へ投与することによって IL-17 産生
ヘルパーT細胞が分化誘導され、これらの細胞が in	 vitro で M1 マクロファージ
の分化誘導を促進し、最終的に血管新生を促進するとの報告をしている[11]。
さらに、近年、動物モデルにおいてγδT細胞および自然リンパ球様細胞より産
 30 
生された IL-17 が血管新生を増悪させることが報告されている[39]。これらの
検討により T細胞から産生された IL-17 が血管新生の過程で一定の役割をはた
す可能性があり、さらにこの過程で単球・マクロファージが関連していること
が示唆された。これらの研究結果から、リンパ球単独ではレーザー誘発 CNV に
対する影響が少ないことが推察されるが、その関与の程度は CNV による誘発物
質に依存していると考えられる。	 
	 これまでの研究では CCR 欠損またはマクロファージが除去されることにより
CNV が抑制されることが報告されている[8,40,41]。今回の検討も同様な結果が
得られている。一方、M1 サブタイプが血管新生抑制作用を持ち、眼内の異常血
管の生成を妨げると我々の結果と相反する報告もある。Apte らは GM-CSF または
IFN-γを用いて培養したマクロファージが M1 マクロファージに分化し、これを
マウスの硝子体内に投与することにより(1	 ×	 105個細胞/眼)	 CNV が抑制される
との報告をしている[9,42]。しかし、この検討のように大量のマクロファージ
を眼内に投与し人工的にマクロファージが多量に存在する環境を作るより免疫
細胞の移入モデルを用いて検討した方が生理的な状態に近いためマクロファー
ジの作用の研究にはもっとふさわしいと思われる。このため、以降の研究にお
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いては我々はマクロファージ移入モデルを用いて検討を行うこととした。さら
に、マクロファージのサブタイプの分類について議論が多く、これまでの多く
の研究の様にマクロファージを 2つのサブタイプ（M1 と M2）に分類することは
あまりにも単純すぎるかもしれないと考えられる。マクロファージの各々のサ
ブタイプの役割の解明は今後の研究の重要事項であると考えられるため、さら
に詳細な解析を行うこととした。	 
	 	 
 32 
	 
	 
	 
	 
	 
第３章	 補体 C3 の脈絡膜新生血管およびマクロファージの
眼内浸潤への関与	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３−１	 背景	 
	 補体 C3の加水分解産物である C3a や C5a 等が血管新生促進作用を有すること
がこれまでに明らかになっている。第２章の検討によりレーザー誘発 CNV のマ
ウスモデルで単球・マクロファージが CNV 形成に関与することが明らかになっ
た。そこで、我々は C3 ノックアウトマウス(C3-/-)にレーザー誘発 CNV を作製し、
CNVの形成過程でC3のマクロファージのリクルートへの関与の有無を検討した。
まず、RPE/脈絡膜伸展標本を作製し、CNV 面積を測定し、C3 の CNV に対する影
響を組織学的に検討した。次に C3-/-マウスにおいてレーザー光凝固後眼内およ
び末梢血におけるマクロファージの３つのサブタイプ(Ly6Chi、Ly6Cint、Ly6Clo)
の経時変化をフローサイトメトリー解析で検討した。さらに網脈絡膜からマク
ロファージの Ly6Chiおよび Ly6Clo細胞を採取し、レーザー光凝固前後における
Vegfa164および Vegfr1の発現をリアルタイム RT-PCR 法を用いて比較した。	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３−２	 方法	 
実験動物	 
	 C57BL/6J マウスを野生型マウスとして用い紀和動物実験研究所より購入した。
C3 ノックアウトマウス(C3−/−)は内藤篤彦先生（大阪大学医学部循環器内科）よ
り譲渡いただいた。全ての実験において 7〜8週齢♂のマウスを用いた。すべて
の動物は ARVO	 Statement	 for	 the	 Use	 of	 Animals	 in	 Ophthalmic	 and	 Vision	 
Research に従い取り扱った。本研究計画は、東京大学動物実験委員会の承認を
得て行った。	 
レーザー誘発 CNV モデル作製	 
	 第２章の方法参照。CNV サイズの比較実験において各群６匹のマウスを用いた。
フローサイトメトリー解析においては各群６匹のマウスを用い、また、RNA 抽出
には各群 10 匹のマウスを用い、独立した３回の実験を実施した。	 
脈絡膜伸展標本作製	 
第２章の方法参照。	 
フローサイトメトリー解析	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 レーザー未照射のマウス、レーザー光凝固 1日、3日および 7日後のマウスを
全身麻酔し、開胸し心臓より採血した。その後眼球摘出（各群 6 匹、計 12 眼）
し、前眼部と硝子体を除去した後にコラゲナーゼ(1	 mg/mL;	 Wako,	 Japan)およ
びディスパーゼ(1	 mg/mL;	 Invitrogen)入り PBS 溶液において網膜および RPE/
脈絡膜細胞を分離した。単一細胞は第２章の方法を用いて調製した。フローサ
イトメトリー解析は FACSAriaⅢ	 (BD	 Biosciences)を用いて行い、データ解析は
ソフトウェア FlowJo	 (Tree	 Star)で行った。マクロファージの各サブタイプの
採取した総細胞数に対する割合を算出した。anti-F4/80-APC、anti-Ly6C-FITC、
anti-Ly6G-APC/Cy7、anti-CD11b-Pacific	 Blue	 antibody が用いられ、単球・マ
クロファージは	 CD11b+F4/80+Ly6Chi/int/loとして定義した。Ly6Chiおよび Ly6Clo細
胞は FACSAriaⅢを用いてレーザー未照射およびレーザー光凝固３日後のマウス
（各群 10 匹、計 20 眼）の網膜および RPE/脈絡膜より採取した。	 
リアルタイム RT-PCR	 
	 RNA は RNeasy	 Mini	 Kit	 (QIAGEN)）を用い抽出した。cDNAは SuperScript®	 VILO™	 
Master	 Mix	 (Invitrogen)を用い調製した。リアルタイム RT-PCR は SYBR®	 Premix	 
Ex	 Taq™	 II	 (Takara)を用い総量 20μl で Thermal	 Cycler	 Dice®	 Real	 Time	 System	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II	 (Takara)を用い行った。レーザー照射前およびレーザー光凝固 3日後におい
てWTおよび C3-/-マウス眼内Ly6ChiおよびLy6Clo細胞における Vegfa164と Vegfr1
の発現量を検討し、それぞれの遺伝子発現量は Gapdhの発現量を元に補正した。
使用したプライマーは以下の通りである。Mouse-Vegfa164: forward, 
5′-GCCAGCACATAGGAGAGATGAGC-3′; reverse, 
5′-CAAGGCTCACAGTGATTTTCTGG-3′。Mouse-Vegfr1: forward, 
5′-GAGGAGGATGAGGGTGTCTATAGGT-3′; reverse, 
5′-GTGATCAGCTCCAGGTTTGACTT-3′。Mouse-Gapdh: forward, 5′- 
CACATTGGGGGTAGGAACAC-3′; reverse, 5′-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3′。	 
統計解析	 
	 統計解析は JMP Pro 11 (SAS)を用い Wilcoxon rank-sum test を行った。P値＜
0.05 の場合に有意差ありと判定した。	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３−２	 結果	 
	 レーザー誘発性 CNV モデルの実験に先立って、24 週齢の野生型マウス(WT)と
C3-/-マウスの網膜・脈絡膜構造を組織学的に調べたが、C3-/-マウスは野生型マウ
スと同じ網脈絡膜構造を持ち、また、ドルーゼン、網膜変性および炎症細胞浸
潤を認めなかった(図 10)。	 
図 10	 マウス眼球組織標本 HE 染色	 
	 
24 週齢の野生型マウス(WT)と C3-/-マウス眼球組織標本を HE 染色で染色し、両者の網膜・脈絡膜
構造を調べた。	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C3 の CNV 面積に対する影響	 
	 7〜8 週齢♂の野生型マウスおよび C3-/-マウスにレーザー誘発 CNV を作成し、
７日後に CNV 面積を測定した結果、野生型マウスと比較して C3-/-マウスで CNV
が約 35%縮小することが明らかになった（図 11）。	 
図 11	 野生型マウス（WT）および C3-/-マウスにおける CNV 面積の比較	 
	 
(A)	 レーザー光凝固後７日目において野生型マウス(WT)および C3-/-マウスにおける CNV 面積比
較実験の結果である。	 (B)WT と(C)C3-/-マウスの RPE/脈絡膜伸展標本の写真である。CNV は矢印
で示している。マウスは各群 6 匹を使用している。*P	 <	 0.05。Scale	 bars,	 100	 µm。	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C3 の眼内および末梢血中炎症細胞浸潤への影響	 
次に、レーザー光凝固後後眼部（網膜、RPE/脈絡膜）における単球・マクロフ
ァージのサブタイプの経時変化をフローサイトメトリー解析にて検討したとこ
ろ、野生型マウスで眼内における Ly6Chi、Ly6Cintおよび Ly6Clo細胞の割合がレー
ザー光凝固後１日目より増加し、３日目でピークに達することがわかった。一
方、野生型マウスと比較し C3-/-マウスでは眼内 Ly6Chiおよび Ly6Clo単球・マク
ロファージの増加はレーザー光凝固後１日目より抑制され(52.0±14.9%,20.5
±11.5%	 of	 wild-type	 values)、また、眼内 Ly6Chi、Ly6Cintおよび Ly6Cloサブタ
イプはいずれもレーザー光凝固後３日目において有意に低い割合を示すことが
明らかになった(8.0±1.3%,23.1±4.1%	 and	 25.5±0.7%	 of	 wild-type	 
values)(図 12)。	 
	 さらに、野生型マウスおよび C3-/-マウスの末梢血におけるマクロファージサ
ブタイプの経時変化を検討した結果、レーザー照射前においては両群間に有意
差を認めなかったが、野生型マウスと比較して C3-/-マウスの末梢血 Ly6Chi細胞
の割合はレーザー光凝固後１日目、３日目および７日目において有意に高かっ
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た。一方、末梢血 Ly6Cintおよび Ly6Clo細胞はレーザー光凝固前後において両群
間に有意差が認められなかった（図 13）。	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図 12	 レーザー光凝固前後における眼内マクロファージの経時変化 
 
(A)	 フローサイトメトリーを用いて野生型マウス（WT）および C3-/-マウスの眼内マクロファー
ジの経時変化を検討し、レーザー未照射、レーザー光凝固後１日、３日および７日目の代表的
なプロットを示している。上段：WT、下段：C3-/-マウス。Hi、int および lo はそれぞれ Ly6Chi、
Ly6Cintおよび Ly6Cloサブタイプを示している。(B)	 眼内 Ly6Chi、Ly6Cintおよび Ly6Cloマクロファ
ージの採取した総細胞数に対する割合である。*P	 <	 0.05	 versus	 control	 of	 the	 same	 subtype。	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図 13	 レーザー光凝固前後における末梢血単球の経時変化 
 
(A)フローサイトメトリーを用いて野生型マウス（WT）および C3-/-マウスの末梢血単球の経時変
化を検討し、レーザー未照射、レーザー光凝固後１日、３日および７日目の代表的なプロット
を示している。上段：WT、下段：C3-/-マウス。Hi、int および lo はそれぞれ Ly6Chi、Ly6Cintお
よび Ly6Cloサブタイプを示している。(B)	 Ly6Chi、Ly6Cintおよび Ly6Clo単球の末梢血白血球に対
する割合である。*P	 <	 0.05	 versus	 control	 of	 the	 same	 subtype。	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C3 の眼内マクロファージにおける Vegf164と Vegfr1の発現への影響	 
	 最後に、野生型マウスおよび C3-/-マウスの後眼部から採取した Ly6Chiと Ly6Clo
細胞についてレーザー光凝固前後における Vegf164と Vegfr1の発現を検討した。
レーザー照射前の両群のマウスで眼内 Ly6Chi と Ly6Clo 細胞のいずれにおいても
Vegf164 は検出限界以下であった。レーザー光凝固後３日目に C3-/-マウスで
Vegf164発現上昇を認めたが、野生型マウスと比較し、この上昇が少ないことが
明らかになった。一方、両群のマウスでレーザー光凝固前後において眼内 Ly6Chi
細胞の Vegfr1の発現量に有意な差を認めなかった。また、レーザー光凝固前後
において両群のマウスの Ly6Clo細胞で Vegfr1 は検出限界以下であった(図 14)。	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図 14	 眼内 Ly6Chiおよび Ly6Cloマクロファージにおける Vegf164および Vegfr1
発現量の比較 
 
(A)両群のマウスの眼内 Ly6Chiと Ly6Clo細胞における Vegf164 発現量の比較である。（B）両群の
マウスの眼内 Ly6Chiと Ly6Clo細胞における Vegfr1 発現量の比較である。	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３−４	 考察	 
	 RPE においてドルーゼンに存在する補体 C3 の活性化が慢性炎症を惹起し、AMD
における血管新生に重要な役割をはたしていることは以前より報告されている
[5,26,27]。近年、レーザー誘発 CNV モデルで C3 および C3a 受容体がレーザー
光凝固後脈絡膜への白血球浸潤にも強く関わっていることがわかってきた
[30,43]。一方、あるグループは C3–/–マウスでCNVが増大すると報告している[44]。	 
そこで、今回の研究では我々は C3 の AMD モデルにおける血管新生への関与を調
べるために C3 欠損による CNV 面積および単球・マクロファージサブタイプに及
ぼす影響を検討した。	 
	 今回の研究の結果、CNV 病巣サイズが C3–/–マウスで著明に減少することが確認
された。この結果はこれまでの C3 が血管新生促進作用を有するという研究結果
と合致している[43]。また、これまでいくつかの検討でマクロファージの眼内
浸潤がレーザー光凝固後３日目にピークに達することが報告されており
[12,30,45]、今回の結果、野生型マウスのマクロファージをサブタイプ毎に解
析しても眼内へのリクルートはレーザー光凝固後 3日目に最大ピークを示すこ
とが明らかになった。一方、C3–/–マウスでは眼内 Ly6Chiマクロファージがレーザ
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ー光凝固後１日目に最も多いのに対して、Ly6Cintマクロファージは３日目にピ
ークに達しており、また、Ly6Cloマクロファージの割合の増加はレーザー光凝固
後７日目まで持続していることがわかった。C3-/-マウスの末梢血においてマクロ
ファージの割合が多いにもかかわらず、マクロファージの眼内への動員は、C3
欠損により著しく抑制されることが明らかになった。組織への遊走および免疫
細胞のリクルートが抑制されるのはアナフィラトキシン C3a と C5a の欠乏によ
る可能性が考えられる。我々は眼内に浸潤している炎症細胞の数が増加した際
に、フィードバックループによる制御が働き、末梢血での炎症細胞の数を減少
させると考えるのは合理的であると考えているが、今回の研究結果では C3-/-マ
ウスでC3欠損およびこれによるアナフィラトキシン産生が抑制されることによ
り、このフィードバック機能が効かなくなる可能性が示唆された。	 	 
	 補体 C3 は RPE/脈絡膜でも産生され、CNV マウスモデルで発現が上昇すること
が知られている[43,46]。アナフィラトキシン C3a と C5a は、マクロファージの
組織浸潤を制御し、RPE 細胞から VEGF 産生および分泌をコントロールすると知
られている。RPE 細胞が VEGF-VEGFR1 シグナルにも関与するため、RPE/脈絡膜へ
のマクロファージ・単球のリクルートおよびVEGF発現増加が抑制されるのはRPE
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における C3a と C5a 欠如による可能性が考えられる。さらに、C3-/-マウスの眼内
におけるVEGF	 の発現が減弱することによりレーザー誘発CNVが縮小することが
示唆された。しかし、C3 の RPE 細胞における VEGF 発現に及ぼす影響や、局所的
に産生される C3 もしくは全身の C3 が関わっているかを明らかにするためには
更なる検討が必要であり、今後の課題であると考えられる。	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第４章	 交感神経の脈絡膜新生血管およびマクロファージ
の眼内浸潤への関与	 
	 	 
 49 
４−１	 背景	 
	 近年、マクロファージのサブタイプ分類について、様々なマーカーの組み合
わせを用いた研究が盛んに行われており、マウスの末梢血においては前述のマ
ーカーにさらに別のマーカーの組み合わせを用いて classical	 
monocytes(CD11b+CD115+Ly6ChiCD43lo、炎症性単球)、nonclassical	 
monocytes(CD11b+CD115+Ly6CloCD43hi、在住単球)および中間型の intermediate	 
monocytes(CD11b+CD115+Ly6CintCD43hi)に分類することにより、より再現性の高い
解析が可能であると考えられるようになってきた[47,48]。一方、マウスの眼内
マクロファージに関しては、細胞表面マーカーLy6C と CD64 を用いて同定すると
マクロファージが明確な３つの集団（Ly6Chi、Ly6Clo、Ly6CintCD64+）に分離され
ることが報告された[48]。このため、まず我々は今回の実験系においてこれら
の細胞表面マーカーの有用性を確認し、さらにレーザー誘発 CNV のマウスモデ
ルにおける末梢血および眼内の単球・マクロファージの変動を調べた。	 
	 前章で述べたようにマクロファージの浸潤が抑制できれば CNV が抑制できる
と考えられる。このため、本章ではさらに治療介入可能な新たな標的として交
感神経に着目した。動脈硬化マウスモデルで交感神経系刺激により骨髄から放
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出された単球前駆細胞が脾臓に定着し、ここで単球・マクロファージを供給す
る前駆細胞へ変換され、さらに脾臓から血液を介して単球・マクロファージは
動脈硬化巣へ動員され、プラーク拡大や心筋梗塞の再発に関与することが報告
されている[49]。一方、ラットで頚部交感神経節を切断することにより、脈絡
膜血流増加、血管サイズ増大が見られると報告されている[34]が、交感神経の
CNV 形成への関与に関してはほとんど検討されていない。	 
	 マウスにおいてβアドレナリン受容体は以前より研究されている交感神経受
容体であり、サブタイプはβ1、β2、β3の 3種類が存在する。これまでにβ1
とβ2受容体は心機能を調節していることが知られている。β1受容体は主に心
臓に存在し、カテコールアミン類による陽性変力および陽性変時作用にかかわ
っており[50]、また心肥大や心筋のアポトーシスにも関与している[51,52]。一
方、β2受容体は主に気管支や血管平滑筋に発現しており、気管支平滑筋の拡張、
血管平滑筋の拡張に作用する[53,54]。β2は心臓にも存在するが、β1とは逆
に抗アポトーシス等心保護に働く[55]。β3は一般的に脂肪分解に関与している
といわれており、β3のノックアウトマウスで体脂肪が増えることが報告されて
いる[56]。しかしながら、近年、造血幹前駆細胞の骨髄からの遊離や単球・マ
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クロファージを供給する前駆細胞の脾臓からの遊離にはβ3受容体シグナルが
関与していることが証明された[49,57]。そこで、我々はβ3受容体選択的遮断
薬投与により交感神経機能を抑制したマウスまたは脾臓交感神経除神経や脾臓
摘出を行ったマウスを用いて、レーザー誘発 CNV を作製し交感神経の CNV への
影響の有無を検討した。さらに、フローサイトメトリー解析にて脾臓交感神経
除神経後、脾臓摘出後の眼内および末梢血における単球・マクロファージの変
化を検討した。最後に、Ly6Chi細胞を脾臓交感神経除神経マウスに移入した後に
CNV を作製し、Ly6Chi単球・マクロファージの CNV 形成への関与を検討した。	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４−２	 方法	 
実験動物	 
	 C57BL/6J マウスを野生型マウスとして用い日本クレアより購入した。Ly5.1
マウスは三協ラボサービスより購入した。7〜8週齢♂のマウスを用いた。すべ
ての動物は ARVO	 Statement	 for	 the	 Use	 of	 Animals	 in	 Ophthalmic	 and	 Vision	 
Research に従い取り扱った。本研究計画は、東京大学動物実験委員会の承認を
得て行った。	 
レーザー誘発 CNV モデル作製	 
	 第２章の方法参照。CNV サイズの比較実験において各群６匹のマウスを用いた。
フローサイトメトリー解析においては各群６匹のマウスを用い、独立した３回
の実験を実施した。	 
脈絡膜伸展標本作製	 
	 第２章の方法参照。	 
フローサイトメトリー解析	 
	 レーザー未照射のマウス、レーザー光凝固 1日、3日および 7日後のマウスを
全身麻酔し、開胸し心臓より採血した。その後眼球摘出し（各群６匹、計 12 眼）、
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前眼部と硝子体を除去した後にコラゲナーゼ(1	 mg/mL;	 Wako,Japan)およびディ
スパーゼ(1	 mg/mL;	 Invitrogen)入り PBS 溶液において網膜および RPE/脈絡膜細
胞を分離した。単一細胞は第２章の方法を用いて調製した。フローサイトメト
リー解析は FACSAriaⅢ	 (BD	 Biosciences)を用いて行い、データ解析はソフトウ
ェア FlowJo	 (Tree	 Star)で行った。マクロファージの各サブタイプの採取した
総細胞数に対する割合を算出した。Anti-CD45.2-FITC、anti-CD115-PE、
anti-Ly6G-APC/Cy7、anti-F4/80-APC、anti-Ly6C-Pacific	 Blue、anti-CD64-PE、
anti-CD45.1-APC	 (BioLegend)、anti-CD11b-PE/Cy7、anti-CD43-APC	 antibody	 (BD	 
Pharmingen)が用いられた。	 
骨髄交感神経β3受容体遮断薬投与	 
	 骨髄交感神経β3受容体の選択的遮断薬である SR59230A を PBS に溶解し、レ
ーザー光凝固の４日前より 5mg/kg を１日２回、１回の投与量が 100μL になる
ように C57BL/6J マウスに腹腔内投与した。同量の PBS のみを投与したマウスを
コントロールとして用いた。	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脾臓神経除神経	 
	 野生型マウスを全身麻酔し、左側腹部を開腹し、脾門部を露出させた。交感
神経を血管から丁寧に剥離し切除した。開腹のみを行ったマウスをコントロー
ルとして用いた。	 
脾臓摘出	 
	 野生型マウスを全身麻酔し、左側腹部を開腹し、脾臓を露出させた。脾臓周
囲の血管を結紮し、脾臓摘出を行った。開腹のみを行ったマウスをコントロー
ルとして用いた。	 
養子細胞移入	 
	 野生型マウスの脾臓より CD11b+CD115+Ly6Chi細胞をフローサイトメーター
FACSAriaⅢで採取し、滅菌 PBS にて懸濁し(6×105個細胞/mL)、200μL（約 1.2
×105個細胞）を脾臓神経除神経マウスの尾静脈より注入した。同日にレーザー
光凝固を両眼に４カ所ずつ行い CNV を作成後、７日後に CNV 面積を比較した。
次に、Ly5.1 マウスの脾臓より採取した CD11b+CD115+Ly6Chi細胞の懸濁液を 200
μL ずつ Ly5.2 マウスより作成したコントロール、脾臓除神経マウスおよび脾臓
摘出マウスに移入し（約 3×104個細胞/マウス）、レーザー光凝固を両眼に 12 カ
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所ずつ行い、３日後に眼内へ動員される Ly5.1 マウス由来の Ly6Chi細胞の割合
をフローサイトメトリー解析にて検討した。	 
統計解析	 
	 統計解析は JMP Pro 11 (SAS)を用いて Wilcoxon rank-sum test または Dunn's 
multiple comparison test を行った。P値＜0.05 の場合に有意差ありと判定した。 
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４−３	 結果	 
野生型マウスにおける新たなゲートの設定と従来の設定による単球・マクロフ
ァージの分類の比較 
	 交感神経の CNV 形成への関与の検討に先立って、野生型マウスのレーザー誘
発CNVモデルについて新たなゲートの設定でフローサイトメトリー解析を行い、
従来の抗体の組み合わせと比較し末梢血単球および眼内マクロファージの割合
がどのように変化したかを検討した。血液では、従来のゲートの設定と比較し
て新たなゲートの設定の方が単球のサブタイプがより明瞭に３つの集団に分か
れることがわかった（図 15）。また、末梢血中の単球のサブタイプの割合につい
て、新たなゲートの設定により算出されたものと従来のゲートの設定によるも
のと比較を行った。その結果、いずれのゲートの設定においても末梢血中の
classical	 monocytes	 (Ly6Chi)細胞の割合はコントロールと比較してレーザー光
凝固後 3日目に有意な増加が認められ、ピークに達した。一方、いずれのゲー
ト設定においても末梢血中の intermediate	 monocytes	 (Ly6Cint)および
nonclassical	 monocytes(Ly6Clo)細胞ではレーザー光凝固前後において変化が認
められなかった。	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図 15	 末梢血単球サブタイプ分類におけるゲート設定の比較	 
	 
(A)	 新たなゲートの設定によるフローサイトメトリー解析の代表的なプロットである。末梢血
中の単球は CD45+CD11b+Ly6G-CD115+として定義され、各サブタイプは Ly6C と CD43 により分類さ
れている。(B)	 新たなゲートの設定により算出された単球サブタイプの割合である。(C)	 従来
のゲートの設定によるフローサイトメトリー解析の代表的なプロットである。末梢血中の単球
は CD11b+Ly6G-F4/80	 +として定義され、各サブタイプは Ly6C と CD11b により分類されている。(D)	 
従来のゲートの設定により算出された単球のサブタイプの割合である。*P	 <	 0.05	 versus	 
control	 of	 the	 same	 subtype。	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 また、眼内のマクロファージについては CD64 を含む新たなゲートの設定の場
合、比較的明瞭に３群に分類された。新たな抗体の組み合わせによるゲート設
定を行った場合にはレーザー光凝固後に Ly6Chiおよび Ly6Cloマクロファージの
割合に増加が認められ、いずれもレーザー光凝固後 3日目にピークに達した(図
16)。一方、眼内の Ly6Cint/loCD64+細胞においてはレーザー照射後７目に有意な増
加が認められた。これに対して従来のゲートの設定の場合、新たなゲートの設
定と同様にレーザー光凝固後に眼内の Ly6Chi細胞の割合はコントロールと比較
して有意に増加し、レーザー光凝固後 3日目にピークに達した。一方、Ly6Clo
サブタイプはレーザー光凝固後 7日目に有意な増加が認められた。また、眼内
の Ly6Cint細胞ではレーザー照射前後において変化が認められなかった。この結
果により、Ly6Cint/loCD64+細胞は Ly6Cintとは明確に異なる挙動を示し、むしろ
Ly6cloに分類された細胞集団と部分的に挙動を共にすることが示唆された。そこ
で本検討ではこれらの新しいマーカーの組み合わせを用いて検討を行った。	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図 16	 眼内マクロファージサブタイプ分類におけるゲート設定の比較	 
	 
(A)	 新たなゲートの設定によるフローサイトメトリー解析の代表的なプロットである。眼内マ
クロファージは CD45+CD11b+Ly6G-として定義され、各サブタイプは Ly6C と CD64 により分類され
ている。(B)	 新たなゲートの設定により算出された眼内マクロファージサブタイプの割合であ
る。(C)	 従来のゲートの設定によるフローサイトメトリー解析の代表的なプロットである。眼
内マクロファージは CD11b+Ly6G-F4/80	 +として定義され、各サブタイプは Ly6C と CD11b により分
類されている。(D)	 従来のゲートの設定により算出された眼内マクロファージのサブタイプの
割合である。*P	 <	 0.05	 versus	 control	 of	 the	 same	 subtype。	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脾臓交感神経除去または骨髄交感神経遮断の CNV 面積への影響	 
	 ４章１節で述べたように骨髄と脾臓は単球・マクロファージのリザーバーで
あるという報告をもとに、骨髄交感神経受容体β3ブロッカー投与または脾臓神
経除神経を行ったマウスを用いて交感神経の血管新生への作用を調べたところ、
コントロール群と比較してβ3ブロッカー投与または脾臓神経除神経マウスで
CNVがそれぞれ約65%または40%に有意に縮小することが明らかになった。また、
同様に脾臓摘出したマウスにおいてもCNVが約53%に有意に縮小することがわか
った（図 17）。	 
さらに、脾臓交感神経除神経マウスのレーザー前後における眼内のマクロフ
ァージサブタイプの割合を検討した結果、コントロール群と比較してレーザー
照射前およびレーザー光凝固後３日目において脾臓神経除神経マウスの眼内
Ly6Chi細胞が有意に少なかった。また、脾臓神経除神経マウスの眼内 Ly6Cintお
よび Ly6Clo細胞はレーザー照射前においてコントロールと比較して有意に低い
割合を示したが、レーザー光凝固後３日目においてコントロールと変わらなか
った。一方、レーザー光凝固前後において末梢血中の Ly6Chi、Ly6Cintと Ly6Clo
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単球のいずれにおいても脾臓神経除神経マウスとコントロール群の間に有意差
を認めなかった(図 18)。	 
	 また、脾臓摘出マウスの眼内および末梢血中の単球・マクロファージの経時
変化を検討したところ、脾臓交感神経除神経マウスと同様に眼内 Ly6Chi細胞の
割合はコントロール群と比較してレーザー照射前およびレーザー光凝固後３日
目において有意に減少していた。眼内 Ly6Cint/loCD64+細胞の割合はレーザー照射
前およびレーザー光凝固後３、７日目のすべての測定時期において有意に低い
割合を示した。一方、Ly6Clo細胞においては両群間に有意差を認めなかった。ま
た、脾臓摘出マウス末梢血中の Ly6Cint細胞はレーザー照射前およびレーザー光
凝固後３、７日目のすべての測定時期においてコントロール群より有意に低い
割合を示しており、Ly6Clo細胞の割合は脾臓摘出マウスではレーザー光凝固後７
日目に有意に減少した。しかしながら、末梢血中の Ly6Chi細胞では両群間に有
意差が認められなかった（図 19）。	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図 17	 β3 ブロッカー投与マウス、脾臓神経除神経マウスおよび脾臓摘出マウ
スにおける CNV 面積の変化	 
	 
レーザー光凝固後７日目においてコントロールおよび（A）骨髄交感神経受容体β3 ブロッカー
投与マウス、（B）脾臓神経除神経マウスまたは（C）脾臓摘出を行ったマウスにおける CNV 面積
比較実験の結果である。(D)RPE/脈絡膜伸展標本の写真である。CNV は矢印で示している。マウ
スを各群６匹ずつ使用している。*P	 <	 0.05。Scale	 bars,	 100	 µm。	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図 18	 脾臓交感神経除神経マウスにおける眼内および末梢血中の単球・マクロ
ファージの経時変化 
（A）レーザー照射前およびレーザー光凝固後３日目における眼内マクロファージサブタイプの
割合の経時変化の結果である。(B)	 レーザー照射前、レーザー光凝固後３日および 7 日目にお
ける末梢血単球サブタイプの割合の経時変化の結果である。*P	 <	 0.05	 versus	 the	 same	 subtype	 
of	 control。	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図 19	 脾臓摘出マウスにおける眼内および末梢血中の単球・マクロファージの
経時変化	 
(A)レーザー照射前、レーザー光凝固後３日および 7 日目における眼内マクロファージサブタイ
プの割合の経時変化の結果である。(B)レーザー照射前、レーザー光凝固後３日および 7 日目に
おける末梢血単球サブタイプの割合の経時変化の結果である。*P	 <	 0.05	 versus	 the	 same	 
subtype	 of	 control。	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Ly6Chi単球・マクロファージの CNV 形成に対する影響	 
	 この章のはじめに行った検討により Ly6Chi単球・マクロファージが CNV 形成
に関与することが示唆されたため、野生型マウスの脾臓から採取した
CD11b+CD115+Ly6Chi細胞を脾臓神経除神経マウスに移入し CNV を作製し 7日後に
CNV の大きさを評価した。コントロール群と比較して脾臓神経除神経マウスで
CNV 面積が約 51.0%に減少したが、Ly6Chi細胞を移入したことにより、CNV 面積
が脾臓神経除神経マウスの約 1.7 倍に増大した（図 20）。次に、Ly5.1 マウスの
脾臓から採取した Ly6Chi細胞を Ly5.2 マウスより作成したコントロール、脾臓
除神経マウスおよび脾臓摘出マウスに移入し、眼内へ動員される Ly5.1 マウス
由来の Ly6Chi細胞の割合を検討した結果、脾臓除神経マウスおよび脾臓摘出マ
ウスでは脾臓由来の Ly6Chi細胞の眼内への動員がむしろ抑制されることが明ら
かになった（図 21）。	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図 20	 脾臓由来 Ly6Chi細胞移入による CNV 面積の変化	 
	 
(A)	 レーザー光凝固後７日目において、野生型マウスの脾臓より採取した CD11b+CD115+Ly6Chi細
胞の移入による脾臓交感神経除神経マウスにおける CNV 面積比較試験の結果である。(B)RPE/脈
絡膜伸展標本の写真である。CNV は矢印で示している。マウスを各群６匹ずつ使用している。*P	 
<	 0.05。Scale	 bars,	 100	 µm。	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図 21	 Ly5.1 マウス脾臓由来 Ly6Chi細胞移入による眼内へ動員される Ly5.1 細
胞の割合の比較	 
 
(A)眼内 Ly5.1+細胞および Ly5.2+細胞の総網脈絡膜細胞に対する割合である。(B)	 コントロー
ル群に対して、脾臓交感神経除神経および脾臓摘出マウスの眼内 Ly5.1+細胞の割合を示してい
る。	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４−４	 考察	 
	 交感神経と血管新生の関連についてはマウスの卵巣癌モデルでもストレスに
よる交感神経亢進が血管新生を促進することが報告されている[58]。今回の
我々の検討では、β3ブロッカー投与または脾臓除神経による交感神経遮断によ
り、マクロファージの末梢組織への動員が著しく抑制され、実験的 CNV が縮小
することが明らかになった。一方、ラットで頚部交感神経切除による交感神経
活動の抑制が炎症性サイトカインを介して脈絡膜血管のリモデリングを促進し、
術後６週間で脈絡膜細静脈の数および細動脈の血管径が増大するとの報告もあ
る[34,59]。動物 CNV モデルおよび AMD 患者のいずれにおいても炎症反応が CNV
形成に強く関わっているが、今回の我々の研究結果では交感神経刺激も CNV 形
成の初期段階で重要な因子である可能性が示唆された。	 
	 心筋梗塞のマウスモデルで虚血等により交感神経系が活性化され、骨髄から
造血幹前駆細胞の放出が惹起され、これらの前駆細胞の一部が脾臓へ定着し、
そして、その後単球やマクロファージへ変換され、末梢血を介して組織へ動員
され、プラーク拡大や心筋梗塞再発が促されることが報告されている[49](図
22)。眼内においても類似した病態が発生している可能性があると考え本検討を	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行った。	 
図 22	 心筋梗塞モデルおよびレーザー誘発 CNV モデルの比較	 
	 
AMD は多因子疾患であり、代謝、遺伝子や環境等複数の要因が重なってはじめて
発症すると知られており[60]、AMD の早期病態における酸化ストレスや虚血等に
より、交感神経系刺激や炎症の悪化に伴い骨髄や脾臓から動員された単球・マ
クロファージが眼内へリクルートされ、血管新生を増悪させると推察した。し
かしながら本検討の結果、我々の用いた脾臓除神経マウスにおいてはコントロ
ール群と比較してレーザー前後における末梢血中の単球・マクロファージサブ
タイプのいずれも割合が変わらなかった。一方、脾臓摘出マウスでは末梢血
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Ly6Cint細胞の割合はレーザー前後のすべての測定時期において減少しており、
また Ly6Clo細胞はレーザー光凝固後７日目にコントロール群より低い割合を示
したものの、Ly6Chi細胞では両群間に有意差が認められなかった。これらの実験
結果より、CNV モデルにおいては末梢血中において増加した単球は主に骨髄由来
であり[61]、脾臓除神経または脾臓摘出を行っても骨髄から単球が末梢血中へ
動員されていることが推察された(図22)。また、脾臓摘出マウスでLy6Cint/loCD64+
細胞の眼内浸潤の減少を認めており、これは末梢血中の Ly6Cintおよび Ly6Clo細
胞の減少によるものと考えられた。しかしながら脾臓除神経または脾臓摘出に
より共に眼内へのLy6Chi細胞の浸潤の減少を認め、CNVの縮小を認めた。さらに、
脾臓除神経モデルへ脾臓由来の Ly6Chi細胞を移入することにより、CNV が大きく
なり、脾臓由来の Ly6Chiマクロファージが直接末梢血へリクルートされなくて
も CNV 形成に関与すると考えられた(図 22)。これらの結果は以前報告された心
筋梗塞モデル[49]とは異なる。ドナー脾臓由来の Ly6Chi細胞の眼内浸潤が脾臓
除神経または脾臓摘出マウスで減少している結果により、骨髄由来および脾臓
由来の Ly6Chi単球のいずれも眼内への動員に脾臓が関与している可能性がある
と考えられる。	 
 71 
	 交感神経または脾臓の CNV やマクロファージの眼内浸潤への作用機序を解明
するは今後重要な課題であり、さらなる検討が必要であると考えられる。	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第５章	 総合討論	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滲出型 AMD は、CNV による滲出性変化を特徴とする進行性の疾患で、CNV に対
する治療法について研究が長年行われている。網膜光凝固、光線力学的療法や
抗 VEGF 療法等が開発され、現在は抗 VEGF 療法が滲出型 AMD 治療の主流となっ
ているが、対処療法であり、根治に至ることはない。また、無効例、再発例、
晩期の RPE 萎縮が指摘されているため、代替治療法の探索が重要な課題になっ
てきている。そのため、新しい治療法を開発するためには更なる病態の把握に
基づいた新規治療標的の解明が必要と考えられる。そこで我々は炎症細胞の眼
内浸潤、補体経路、交感神経の３つのポイントに注目した（図 23）。	 
図 23	 単球・マクロファージ、補体 C3 および交感神経の CNV への関与	 
	 
まず、レーザー誘発 CNV モデルを用いて、眼内へ浸潤した T 細胞または B 細
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成に関与することを明らかにした。しかし、病態によっては T 細胞から産生さ
れた IL-17 が血管新生の過程で一定の役割を演じる可能性があり、さらにこの
過程で単球・マクロファージが関連している可能性があると考えられる。一方、
マウスのマクロファージは Ly6Chi、Ly6Cint、Ly6Cloの３つのサブタイプに分かれ
ており、血液中や組織で Ly6Chiマクロファージが Ly6Cintマクロファージを経て
Ly6Cloサブタイプへと分化すると知られているが、実際にマクロファージの形態
や性質はより複雑であると思われる。このため、マクロファージの各サブタイ
プの作用を明確にすることは難しい課題であり、未だに議論が多い。今回我々
の研究の結果、Ly6Chiマクロファージが CNV 形成に強く関与していることが明ら
かとなった。マクロファージの血管新生への作用機序は浸潤組織や細胞の年齢
により異なる可能性があるので、網脈絡膜における Ly6Chi 細胞の病態への関与
メカニズムの解明は今後の研究の重要事項であると考えられる。	 
	 補体 C3の加水分解産物である C3a や C5a およびその受容体の CNV への関与に
ついては研究が盛んに行われている。今回我々の検討では C3 の CNV 形成に対す
る直接の影響を検討し、C3 が欠損することにより CNV が縮小し、マクロファー
ジの眼内浸潤および炎症に伴うVEGF発現増加が抑制されることが明らかになっ
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た。この結果により補体経路活性化の抑制は AMD の新たな治療戦略となりうる
ことが示唆された。近年、多くの新規治療法の臨床試験が行われており、POT-4
（Potentia	 Pharmaceuticals、Louisville、KY）はその中の代表的な新薬の一
つである。POT-4 はヒト補体 C3 と結合し、その活性化を抑制できるペプチドで
あり、萎縮型 AMD に対する第１相臨床試験がすでに終了している[62]。我々の
研究結果は眼内補体 C3分子標的治療薬が滲出型 AMDの治療に有効でありうる裏
付けとなった。	 
	 第４章においては自律神経の CNV 形成過程での作用についてあまり検討され
ていないため、今回の検討で我々はβ3 受容体遮断薬投与や脾臓交感神経除去、
または脾臓摘出を行ったマウスで CNV が減少することを明らかにした。また、
脾臓除神経または脾臓摘出マウスにおいてレーザー光凝固後 Ly6Chi 単球・マク
ロファージの眼内へ動員が抑制されることにより、脾臓がマクロファージの眼
内浸潤に関与する可能性が示唆された。	 
	 実際に、脾臓摘出は現実的な治療ではないが、βブロッカー投与により眼局
所炎症を抑える治療は応用可能かもしれない。最近の臨床研究では、β遮断薬
全身投与は滲出型 AMD	 の発症の予防にはほとんど効果がないと報告されている
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[63]が、その研究において、高血圧等の交絡因子が存在している可能性がある。
一方で、他の研究者達は CNV を伴う AMD 難治例に対してβブロッカー全身投与
によりベバシズマブ硝子体内投与の投与回数が減少したことより、βブロッカ
ー全身投与は抗VEGF抗体硝子体内注射の頻度を減らす可能性が示唆されたとの
報告をしている[64]。βブロッカー全身投与の CNV 抑制への臨床的有効性につ
いてはまだ強いエビデンスが少なく、現時点の標準治療である抗 VEGF 療法に変
わる主要な治療になるとは考え難いが、AMD 治療のための補助療法になりうる可
能性があると考えられる。また、マクロファージは AMD 患者において視力低下
をきたす線維化瘢痕の形成で重要な役割を演じていることが報告されており
[65,66]、交感神経遮断によるマクロファージのリクルートの減少により網膜下
線維性瘢痕の縮小が期待できるかもしれない。すでにβ遮断薬は臨床応用され
て長い歴史のある薬剤であるが、様々な全身作用も有するため、高齢者に対し
て使用する場合には注意が必要である。	 
	 AMD は慢性炎症を基盤とした疾患であり、遺伝学的要因および環境要因が発症
に複合的に関与する多因子疾患である。発症の危険因子として加齢[67]、疾患
感受性遺伝子[68,69]、喫煙[70]や光線曝露[71]等が挙げられる。本研究では動
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物モデルで AMD の病態に寄与している可能性のある因子について検討を行った
が、補体や交感神経刺激はあくまで複数の危険因子の一部であり、実際 AMD 患
者の慢性的経過における関与については更なる検討が必要であると考えられる。	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まとめ	 
	 今回の研究において炎症細胞、特に単球・マクロファージの CNV への関与、
また補体 C3 や交感神経の CNV 形成に与える影響への理解が深まった。リンパ球
の CNV への関与が少ない一方、単球・マクロファージ、特に Ly6Chiサブタイプ
が CNV 形成に強く関わっていることが明らかになった。また、補体 C3 欠損によ
りマクロファージの眼内浸潤や眼内の VEGF 発現増加が抑制され、CNV が縮小す
ることが明らかになり、補体 C3 を標的とした治療が新たな AMD 治療ターゲット
となりうることが示唆された。さらに、今回の検討では、β3受容体遮断薬投与
や脾臓交感神経除神経により、マクロファージの眼内への動員が抑制され、CNV
の形成が抑えられることがわかった。交感神経が CNV に対して促進的に作用す
ることが示唆されたことより、β遮断薬の全身投与が AMD のための新たな治療
法または補助療法になりうると考えられた。今後ヒトへの応用を進めるために
は、AMD における交感神経の役割を臨床的に解明することで病態理解を進め、検
討を重ねる必要があると考えられる。	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